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摘要 : Bactin 是 actin 家 族 的 一 员 , 在 维持 细胞 结构 .运动 和 分 裂 等 细胞 生理 活动 方面 发 挥 着 重要 作用 , 是 基因 定量 
aE ] 的 内 参 之 一 。 本 实验 采用 同 源 克隆 和 RACE 技术 扩 增 得 到 谢 氏 宽 漠 王 Mantichorula semenowi B actin 基 
。 序 列 分 析 结 果 表 明 , 该 基因 cDNA 全 长 1 372 bp. 开放 阅读 框 长 1 131 bp; 编码 376 个 氨基 酸 ,5' 和 3' 末 端 非 翻译 
JX 66 bp 和 175 bp: 该 序列 与 其 他 动物 Bactin 基因 核 昔 酸 序 列 具 有 96% ~ 9996 高 度 同 源 性 。B uclin 
人 其 表达 量 无 明显 变化 , 且 与 未 经 热 激 处 理 的 对 照相 比 无 显著 差异 。 表 明 
Buclin 是 研究 受 MP 境 胁迫 作用 下 昆虫 体内 不 同 基因 表达 水 平 的 可 靠 内 参 基 因 。 

AE UH eet ; actin 基因 ; 同 源 克 隆 ; cDNA 快速 末端 扩 增 ; 分 子 内 标 
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Cloning. characterization and expression detection of the fF-actin cDNA 


































































































































































































































































































from Mantichorula semenowi ( Coleoptera: Tenebrionidae) 

TANG Ting. LIU Feng-Song; REN Guo-Dong' (College of Life Sciences» Hebei University; Baoding» Hebei 
071002, China) 

Abstract: f-actin is a member of the actin family; which plays important roles in maintaining cytoskeletal 
structure» cytoplasmic movement and cell division. -actin is one of the most commonly used internal controls 
in gene quantitative analysis. In this study: a full-length cDNA of F-actin from Mantichorula semenowi was 
cloned via homology cloning and RACE. Sequence analysis and phylogenetic study showed that this cDNA 
contained 1 372 nucleotides; with a 1 131 bp open reading frame CORF) encoding 376 amino acids and 
flanked with a 66 bp 5'UTR and a 175 bp 3'UTR. -actin shared a high sequence identity of 96% — 9996 
with that of other insects. Profiles of F-actin expression in different recovery time after heat shock were 
expressed similarly and not significantly different from that of the unstimulated control; suggesting an 
ubiguitous expression pattern. 

Key words: Mantichorula semenowi; [actin gene: homology cloning: rapid amplification of cDNA ends 
(RACE); internal control 





肌 动 蛋白 (actin) 最 早 从 免 的 骨骼 肌 中 发 现 并 命 Weber 1984) ,被 广泛 应 用 于 分 子 进化 、 功 能 基因 表 











名 ,随后 发 现存 在 于 真菌 、 薄 类 和 高 等 植物 中 , 是 一 ” 达 调 控 等 方面 的 研究 。 


类 高 度 保守 的 蛋白 质 。 EE 白质 分 为 B Ly 3 种 随 着 功能 基因 组 学 的 发 展 , 基因 




















定量 技术 的 应 




















类 型 ( Pederson, 2000), 参 与 细胞 分 裂 、 运 动 、 迁 移 、 形 HAKER Z. 传统 的 RT-PCR 及 实时 获 光 定量 
全国 人 人 活动 ,其 含量 在 某 些 PCR(real-time quantitative PCR) 等 技术 多 选用 管家 基 

















细胞 中 占 蛋 和 白 总 










































































量 的 1096. B-actin 基因 具有 高 度 因 作 为 内 标 来 评价 目标 基因 的 相对 表达 量 。 常 用 的 

















保 宁 性 ,表达 量 大 并 且 稳 定 (Vandekerckhove and 内 标 基 因 包 括 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氧 酶 (GAPDH)、 次 黄 
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味 叭 磷 酸 核糖 基 转 移 酶 (HPRT)、 泛 素 (ubiquitin， X05185; DQ205426), 根据 这 些 序列 的 保守 区 设计 引 
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F1 CTATA . box-binding protein; TBP), 188 rRNA. 28S 
其 中 B-actin. 能 在 物种 内 持续 衡量 
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物 actinF1 和 actinR1; 以 谢 氏 宽 漠 王 cDNA 为 模板 进 
行 扩 增 , 反应 程序 均 为 : 94% 预 变性 4 min; 94% 变 
TE 30 s; 55?C 退火 40 s, 72% 延伸 1 min, 共 35 个 循 





























































































































地 表达 而 被 广泛 采用 (Kurusu et al., 2002). I; 最 后 72% 延 伸 10 min. 

谢 氏 宽 漠 王 Mantichorula semenowi Reitter, 1889 1.2.3 RACE 克隆 基因 两 端 序列 : 通过 以 上 克隆 测 
是 分 布 于 我 国内 蒙古 阿拉 善 东 部 、 宁 夏 中 北部 - 鄂 尔 序 结果 ,设计 特异 引物 actinF2 和 actinR2, 运用 3' 和 
多 斯 北 缘 和 蒙古 国 南 缘 流 动 沙 地 的 一 个 特有 种 , 具 S'RACE 技术 扩 增 两 端 cDNA 片段 。3’RACE 利用 
有 适应 沙漠 干旱 环境 的 特殊 能 力 , 对 其 进行 生理 学 。 ”cDNA 为 模板 , 以 actinF2 和 接头 引物 AP 进行 PCR 





























和 功能 基因 组 学 研究 ,对 于 从 分 子 层次 揭示 其 生命 
本 质 具 有 重要 意义 。 为 此 , 作者 最 近 开 展 了 该 昆虫 
HSP70 基因 的 克隆 及 热 激 条 件 下 的 表达 研究 并 取得 
阶段 性 进展 ( 唐 婷 等 , 2008)。 尽 管 肌 动 蛋白 相关 的 
分 子 生物 学 研究 很 多 ,但 是 谢 氏 宽 漠 王 Bactin 的 基 
因 序 列 至 今 未 见报 道 。 本 文 是 对 该 昆虫 进行 系列 研 
究 的 组 成 部 分 ,通过 对 其 肌 动 蛋白 基因 的 研究 ,为 昆 
虫 类 基因 定量 技术 过 程 中 选择 可 靠 的 分 子 内 标 基 因 
提供 理论 基础 。 
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1 材料 和 方法 

















1.1 材料 
1.1.1 昆虫 来 源 : 谢 氏 宽 漠 王 于 2006 年 7 月 19 H 
采 自 宁夏 中 卫 市 腾 格 里 沙漠 南 缘 的 沙 坡 头 ,后 带 回 






































室内 进行 人 工 饲 养 和 备用 。 
1.1.2. 主要 试剂 : TRNzol 总 RNA 提取 试剂 .琼脂 糖 
Abe DNA 回收 试剂 盒 、pGM-T 载体 为 Tiangen 公司 
产品 , M-MLV 反 转 录 酶 、Taq DNA 聚合 酶 为 Promega 
公司 ,引物 由 上 海 生 工 (Sangon) 公 司 合成 (引物 序列 
见 表 1)。 

1.2 方法 
































扩 增 。 反 应 程序 为 : 94% 预 变性 4 min: 94% 变性 30 
s,55% 退 火 40 s, 72°C 延伸 90 s, 共 35 个 循环 ; 最 后 
72*C 延伸 10 min。5'RACE 先 用 actinR1 和 NUP 进行 
PCR. 然后 将 第 一 轮 PCR 产物 稀释 300 倍 作为 模板 ， 
再 以 actinR2 和 NUP 为 内 侧 引 物 进 行 梨 式 PCR 扩 
增 ,两 次 反应 均 采 用 相同 的 递减 式 PCR: 94% 预 变 
性 4 min: 94C 变 性 30 s,55 ~ 50.5 叶 退火 各 40 s, BN 








































































































前 10 个 循环 每 个 循环 降低 0.5%C,72%C 延 伸 1 min: 
从 第 11 个 循环 开始 退火 温度 设置 成 S0% ,再 运行 



































25 个 循环 ; 最 后 72% 延伸 10 mino 

1.2.4 ORF 基因 全 长 克隆 : 根据 已 有 的 测序 结果 ， 
在 序列 ORF 两 端 设计 特异 引物 actinF3 和 actinR3， 
以 cDNA 为 模板 克隆 Bactin ORF 全 长 。 反 应 程序 
为 : 94% 预 变性 4 min; 94% 变性 30 s, 55% 退火 2 
min 30 s,72%C 延伸 90 s, 4E 35 个 循环 ; 最 后 72%C 延 
伸 




































































10 mine 
PCR 产物 经 电泳 回收 纯化 后 ,连接 pGM-T 载体 

(Tiangen 公司 ) 并 转化 DH5a 感受 态 细胞 , PCR. fi X6 

阳性 克隆 后 测序 。 

1.2.5 actin 序列 分 析 : 序列 经 三 博 远 志 生 物 公 

司 测定 。 应 用 生物 分 析 软 件 EXPASY Molecular 

Biology Server 上 的 ProtParam 程序 对 和 蛋白 基本 物理 化 




































































1.2.1 RNA 提取 和 反 转 录 : 取 处 于 室温 2570 左 
右 饲 养 的 谢 氏 宽 漠 王 15 XL. 将 其 中 的 12 头 放 入 
42% 培 养 箱 中 进行 热 激 处 理 1 hb, 之 后 取出 在 室温 
25*C 恢复, 并 分 别 于 恢复 0,1,2 和 4h 时 各 取 3 R, 
立即 提取 总 RNA。 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 UV 检测 并 
定量 后 , 取 1 yg 总 RNA, 以 AOLP 为 反 转 录 引 物 ， 
BDOligo 为 接头 引物 反 转 录 合 成 cDNA。 

1.2.2. WREKE Bactin 基因 片段 克隆 : 通过 
GenBank 数据 库 获 得 包括 黑 腹 果 晶 Drosophila 
ERIR Manduca sexta, È K IF IX 







































































melanogaster, H 























Aedes aegypti; Z ZÆ Bombyx mori 和 中 国明 对 是 
Fenneropenaeus chinensis ^54] t Ff] DUS) E A 12 E B FF 





列 ( 登 录 号 分 别 为 NM079076; L13764; AY289764, 











学 参数 进行 分 析 。 


R1 及 actz 基因 引物 序列 
Table 1 Primer sequences for F-actin gene 





引物 名 称 引物 序列 
Name of primer Primer sequences 
AOLP 5'-GGCCACGCGTCGACTAGTACTI6(C G/ A/C)-3' 
BDOligo 5'-AAGCAGTGGTATCA ACGCACAGTACGCGGG-3' 
actinFl 5'-AATGGCTCCGGTATGTGCA A-3' 
actinR1 5'-CCATACCAACCATCACACCC-3' 
actinF2 5'-GAAACCTTCAACACCCCTGC-3' 
actinR2 5'-ACAGTGTGGGTGACACCATC-3' 
actinF3 5'-AGTGATCAACCACATCAAAC-3' 
actinR3 5'-CATATGGCGA ATAAAAATGC-3' 
AP 5'-GGCCACGCGTCGACTAGTAC-3' 
NUP 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCACACGT-3' 
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1.3  f-actin 热 激 后 表达 量 检测 

以 1 pg 总 RNA 反 转 录 cDNA 为 模板 ,再 设计 
ActinF: 5'-TCCGGTCGTACCA CCGGTAT-3' 和 ActinR: 
5'-GAGATCCACATCTGCTGGAA-3', 用 于 基因 表达 定 
量 研究 。 扩 增 条 件 : 94% 预 变性 4 min, 94% 变性 1 
min; 55*C3R /K 1 min,72% 延伸 1 min,26 个 循环 ; 最 
后 延伸 5 min. PCR 产物 在 1.0 % 的 琼脂 糖 凝 股 上 
进行 电泳 , 凝 胶 成 像 系统 采集 图 片 ,运用 Quantity 
One 软 件 对 电泳 条 和 带 轨 迹 进行 定量 , 以 目的 基因 
PCR 产物 条 带 定量 值 作为 其 表达 量 , 利用 Excel 电子 
表格 将 该 软件 生成 的 数据 进行 分 析 并 作 图 。 


2 结果 与 分 析 
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图 1 





Fig. 1 
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1 004 


2.1 谢 氏 宽 汉王 fp-actin 基因 的 克隆 

以 actinF1 和 actinR1 为 引物 进行 PCR 3738, 电 
泳 结果 显示 , 在 约 450 bp 处 有 明显 的 条 带 , 与 预期 
片段 大 小 相符 (图 1: A)。 再 运用 RACE 技术 , 以 
actinRl, actinR2, NUP 引物 组 合 以 及 actinF2 和 AP 为 
引物 扩 增 5 和 3’ 末端 ,分 别 获得 了 约 200 bp; 900 bp 
的 片段 (图 1: B. C)。 最 后 以 编码 区 两 端 引物 
actinF3 和 actinR3 扩 增 ORF 全 长 序列 , 电泳 显示 约 
为 1 150 bp 的 片段 (图 1: D)。 以 上 4 个 片段 测序 结 
果 在 NCBI 进行 BLAST 同 源 搜寻 , 比 对 结果 表明 所 
得 片段 均 为 Bactin 基因 。 
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谢 氏 宽 漠 王 Bactin 基因 的 PCR 扩 增 
PCR amplification of -actin gene in Mantichorula semenowi 





1: DNA 分 子 量 标准 DNA marker DL2000; 2: PCR 扩 增 产物 PCR product. 
A: actinFl 和 actinRl 引物 扩 增 片段 PCR product of actinFl and actinR1 primers: B: actinR1,NUP 和 actinR2; 
NUP 巢 式 扩 增 片段 Nested PCR product of actinR1,NUP and actinR2, NUP primers: C: actinF2 和 AP 引物 扩 增 结果 
PCR product of actinF2 and AP primers: D: actinF3 and actinR3 引物 扩 增 结果 PCR product of actinF3 and actinR3 primers. 





2.2. WARRE [-actin 基因 cDNA 全 序列 及 分 析 
经 过 同 源 PCR 克隆 , 获得 谢 氏 宽 漠 王 B-actin JE 
因 全 长 cDNA 序列 1 372 bp GenBank 登录 号 
EU825991), 它 由 66 bp 的 5 末端 非 翻 译 区 域 ,1 131 
bp 的 开放 阅读 框 和 175 bp 的 3 末端 非 翻译 区 域 构 
成 ,包括 起 始 密码 子 ATG 和 终止 密码 子 TAA, PolyA 
尾 上 游 14 ^ FERE RB EE US Inn Fe fu om 
AATAAA. 
根据 ORF 推导 的 Bactin 蛋白 由 376 个 氨基 酸 
残 基 组 成 (图 2), 理论 分 子 量 为 41 766.7 D, 等 电 点 
为 5.28, fA FB sp X dE C Asp + Glu)49 个 , 正 电 荷 残 基 
CArg + Lys236 个 。 从 氨基 酸 的 组 成 上 看 , 谢 氏 宽 漠 
富 含 Ala(7.98%), Gly(7.71%), Ile(7.71% ), Leu 
(7.45%), Glu(6.91% ) 和 Thr(6.91% )。 氮 基 酸 序列 
与 其 他 物种 肌 动 蛋白 相 比较 (图 30, 序列 一 致 性 高 
达 96% ~ 99% - 









































2.3 热 激 后 不 同 恢复 时 间 b-actin 表达 量 分 析 

通过 引物 ActinF 和 ActinR 从 定量 的 cDNA 模板 
中 扩 增 得 到 约 600 bp 的 片段 (图 4: A)。 实 验 分 析 
结果 表明 B-actin 在 各 实验 组 中 具有 恒定 的 表达 量 ， 
其 组 间 mRNA 的 表达 无 显著 差异 (已 > 0.05)( 图 4: 
B). 














3 讨论 





实时 荧光 定量 PCR. 已 成 为 近年 RNA 定量 最 常 
用 的 方法 之 一 。 在 实时 定量 PCR 过 程 中 需 选 取 某 
种 稳定 表达 的 基因 作为 内 参照 以 去 除 不 同 标 本 在 
RNA 的 产量 、 质 量 以 及 反 转 录 效 率 上 可 能 存在 的 差 
别 , 从 而 对 模板 进行 校正 和 标准 化 。 

Buciin 是 最 广泛 应 用 的 内 参 基 因 之 一 。 肌 动 蛋 
白 在 多 数 生物 体内 能 持续 稳定 地 表达 , 其 优越 性 目 
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I ATTGTAACTAGCTTATTAGCTGTGTTCTTTCTGTCTAGTGAGCAGTGATCAACCACATCA 
6&1 AACAACATGTGTGACGACGATGTTGCGGCTCTTGTCGT TGACAATGGCTCCGGTRTGTGC 
1 M C 
121 AAAGCCGGCTTCGCCGGTGATGACGCTCCCCGTGCCGTCTTCCCATCCATCGTAGGTCGC 
21 E A G F ko D D AP R Avr? EOW G H 
181 CCCAGGCATCAGGGTGTCATGGTTGGTATGGGTCAAAAAGATTCATATGTAGGAGATGAA 
11 PRHQOVYMVGMGUQORKDSYVGDE 
241 GOCCAAAGCAAAAGAGGT ATCCTTACTTTGAAATACCCAATTGAACACGGTATCATCACC 
61 ASO0Q SG. LL T L5AETESIEGG6I.lJ 
301 AACTGGGATGATATGGAAAAGATCTGGCATCACACCTUCTACAATGAACTCCGTGTCGCT 
81 N WDDMEK I WHHTFY NELRVA 
36] COAGAAGAACACCCCGTTTTACTTACTGAAGCTCCTCTT AACCCCAAGGCT AACCGTGAA 
101 POEEHTVLLITSESASTILSNIS?THYKSMNN S RE 
i21 AAGATGACCCAAATCATGTTTGAAACCTTCAACACCCCTGCCATGTATGTAGCCATCCAA 
121 K M LIWllsMEB5EITIITINTI XMYVYA LL: 
481 GCCOTACTTTCCCTTTATGCTTCCGGTCGTACCACTGGTATCGTCTTGGACTCTGGAGAT 
141 A Y LsS$SorYrXsSso658sIT coLXx..bumeSsGo D 
941 GGTGTCACCCACACTGTCCCCATCTATGAAGGTTACGCTCTCCCTCATGCCATCCTCCGT 
181 GVvyY T HT Y IX EGYSALIPfDPTQAEXILISRS 
601 TTGGACTTGGCTGGTCGTGACTTGACCGACTACCTCATGAAAATCCTTACCGAACGTGGT 
18[ 0 KERKE S IT LTE RG 
661 TATTCATTCACAACCACCGCTGAACGAGAAATTGTTCGTGACATCAAGGAAAAACTTTGC 
201 X om E EE PAE R OE OL VEDE EER Lk 6 
721 TATGTCGCCCTCGACTTCGAACAGGAAATGGCAACTGCTGCCGCTTCCACTTCACTCGAA 
221 Y Ww AL DOE OE Q EM A. T A A V S T S L E 
781 AAGAGUTACGAATTGCCTGATGGTCAGGTCATCACCATCGGCAACGAAAGATTCCGTTGC 
241 K w Y OE Lb PD YI II 5WwE..Iu: 
841 CCTGAAGCCCTCTTCCAACCCTCATTCTTGGGTATGGAATCTTGCGGTATCCATGAAACC 
261 POE SCA GLOE Q B3 R EG WE S CCo rH ET 
901 GTATACAACTCCATCATGAAATGCGATGTTGATATCOGTAAGGACTTGTATGCCAACACT 
281 Vo Y- dS LOMKEGOG D Y DI Bk DL XX 
961 GTCCTCTCCGGTOGTACCACAATGTACCCTGGT ATTGCTGACCGTATGCAAAAGGAAATC 
301 YLSGGTTMYPGIADRHMGQKEI 
1 021 ACTGCCCTTGCTCCATCAACCATCAAAATCAAGATCATTGCTCCACCAGAAAGGAAAT AC 
321 d o7 d.t D E TOE SII EY: 
LORI TCTGTATGGATCGGTGGATCCATCCTTGCTTCCCTCTCCACCTTCCAACAGATGTGGATC 
3l DOW W E GS E E A S LS T POME 
1111 'TTCCAAGCAAGAATACGACGAATCCGGCCCTGGAATTGTCCACCACAAGTGCTTCITASGCA 
361 Ss Bm Ee DD Bd 
1 201 ATTTTATTOCATTTTTATTCGCCATATGTTGTTATACCTGTATCATTACATCTACAGATT 
1 261 TATTATTGTTGCGACCGTGGTTGTACTGCCAGACAGACTTTATAATGAACATCTTATGTC 
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图 2 WREE Ractin cDNA 核 苷 酸 序列 及 
Fig. 2 The complete nucleotide and deduced amino acid sequences of 
ATG 和 TAA 分 别 表 示 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 , 加 阴影 


AATTAACATCCTUTTGAATAAATTTATTTATAATTGAAAAAAAAAAAAAAAA 





























E 导 的 氨基 酸 序列 











和 AATAAA 为 加 尾 信号 。 


The letters ATG and TAA indicate the start site and the stop codon respectively, the letters 








前 尚 无 可 比拟 。 研 究 发 现 , 细 








in shadow AATAAA indicate the polyadenylation signal. 


胞 浆 B-actin 蛋白 的 








mRNA 为 真 核 细胞 


















































P 丰 富 的 转录 模板 ,在 所 有 组 织 


析 , 结 果 显 示 单 基因 Bactin 







































































中 相对 衡量 ,持续 表达 , 且 其 表达 几乎 不 随 年 龄 产生 ” 定 ,可 作为 基因 定量 实验 
变化 ,因此 该 基因 的 表达 被 广泛 用 作 定 量 某 种 

mRNA 的 内 参照 。 通 常 待 测 基因 表达 丰 度 的 半 定 量 Pet 

是 根据 不 同 处 理 样本 或 不 同 组 织 样品 中 的 目的 基因 制 反应 进行 实验 比较 , 发 现 
5j B-actin 基因 的 产物 进行 比较 ,从 而 判断 目的 基因 

mRNA 在 不 同 处 理 条 件 下 或 不 同 组 织 、 细 胞 中 表达 ” 染 和 感染 对 照 组 中 表达 无 显 
丰 度 的 高 低 。 文献 显示 已 有 许多 成 功 应 用 Brain ”Bactin 可 以 作为 病毒 感染 细 


对 录 种 基因 表达 的 实验 : 如 地 








PRE B] CLi et al.» 20052: 
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Pis Wis UL RAR v8 EI 








在 各 种 金 








引发 的 炎症 实验 中 , 对 p- actin 


离子 胁迫 下 的 不 同 表达 实 
actin 作为 RT-PCR 的 分 子 内 标 检测 到 热 
同 家 族 的 基因 在 重金 属 刺 激 后 具有 不 同 的 表达 趋势 
(Franzellitti and Fabbri, 2005); 在 鸡 受到 脂 多 糖 诱导 


验 中 , 利用 
休克 蛋白 不 





前 后 的 real-time PCR 表达 分 
作为 可 靠 的 内 参照 人 Horigane 





G6PDH 5 个 基因 进行 了 RT-PCR 43) Vs n] Ed 


IBDV 7 d 后 的 CE 表达 量 不 同 ,只 有 Bactin 在 未 感 


蛋 核 型 多 角 体 病毒 在 宿主 幼虫 体内 不 同 组 织 


Bactin from Mantichorula semenowi 





FE 分 


在 实验 中 表达 最 为 稳 





P 可靠 的 分 子 内 标 (Boever 
et al.» 2008); 利用 RT-PCR 对 病毒 特异 RNA 定量 ,1 
E12: Ec 3E Jg Jj EE C IBDVOO6] X8 p P7 ^E 46 3 dU 
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6 种 管家 基因 在 感 








著 变 化 , 实验 结果 表明 
胞 后 RT-PCR 检测 的 内 
对 $k HR Ornithodoros 

















moubata 的 actin. 基因 研究 发 现 ,该 虫 的 actin 在 吸血 








析 中 无 显著 变化 , 将 其 
et al .» 2007). WAX 


Pith 














殖 动 态 过 程 中 





GAPDH, HPRT, UB, 


P, T KAH 


胞 质 肌 动 蛋 白 actind3 
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M. semenowi MCDDDVAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPS IVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTL 
T. castaneum MCDDDVAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHOGVMVGMGOKDSYVGDEAQOSKRGILTL 
M. alternatus McDDDVA[REvvouB]lsaucKkaGrAacpparRav[lPPsivaRPRHaGVMVGMGOKDSYVGDEAQSKRGILTL 
A.mellifera McDDEBvAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGOQKDSYVGDEAQSKRGILTL 
M.vitripennis MCDDDVAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHOQGVMVGMGOQKDSYVGDEAQSKRGILTL 
S exigua MCDDDVAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHOQGVMVGMGOQKDSYVGDEAQOSKRGILTL 
M.brassica McD[fdopvaaLvvDnNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGOQKDSYVGDEAQSKRGILTL 
B.mori MCcDDDENdALvvoNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGOKDSYVGDEAQSKRG LTL 
A aegypti MCDDDVAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGOKDSYVGDEAQSKRGILTL 
D.melanogaster cPLA E de Vn VU ETL 
T.citricida MCD MAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHOQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTL 
H.coagulata MCDDDVAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHOGVMVGMGOKDSYVGDEAQSKRGILTL 
M. semenowi — EHPVLLTEAPLNPKANREKMTOIMFETFNBPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVlEn TVP I YE 
T. castaneum EHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNIPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLOSGDGVlgH TVP I YE 
M. alternatus — EHPVLLTEAPLNPKANREKMTOIMFETFNIPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSCDOCVIHTVP I YE 
A mellifera EHPVLLTEAPLNPKANREKMTOIMFETFNEIPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVSHTVP IYE 
Mvitipenis ^ EHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNEIPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVSHTVP I YE 
S.exigua EHPVLLTEAPLNPKANREKMTOIMFETFNEIPAMYVA aAVLSLYAsGRTÉNGIVvLDSGDGVSHTVPIYE 
M.brassica EHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNISJPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVSHTVP | YE 
B.mori EH PL tL TEAPLUuPKANREKMTO MFETFNIMPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVSHTVPIYE 
A aegypti EHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNEIPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVSHTVP I YE 
Dmelanogaster EHPVLLTEAPLNPKANREKMTOIMFETFNIBPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVSHTVP IYE 
T-citricida EHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNIPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVSHTVP | YE 
H.coagulata En PlLLTEAPLNPKANREKMTOIMFETFNBEPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVSHTVP | YE 
M. semenowi FTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQGEMATAAASTSLEKSYELPDGOQVITIGNERFRCPEALFQOPSFL 
T. castaneum FTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAAASTSLEKSYELPDGOVITIGNERFRCPEALFQOPSFL 
M. alternatus FTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAAASTSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQOPSFL 
A.mellifera FTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAAASTSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFL 
M.vitripennis FTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAAASTSLEKSYELPDGOVITIGNERFRCPEALFOPSFL 
S.exigua FTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAAASTSLEKSYELPDGOVITIGNERFRCPEALFQOPSFL 
M.brassica FTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAAASTSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFL 
B.mori FTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDrFEOEMITAAASTSLEKSYELPDGOVITIGNERFRCPEALFQOPSFL 
A aegypti FTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAAASTSLEKSYELPDGOVITIGNERFRCPEALFQOPSFL 
D.meianogaster FTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAAASTSLEKSYELPDGQV TiGNERFRCPEBlLFaPsrL 
T-citricida FTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAABIsBsLEKsYvELPDGOVITIGNERFRCPEALFQPSFL 
H.coagulata FTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQOEMATAAASTSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQOPSFL 
M. semenow ^ SGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTIKIKITIAPPERKYSVWIGGS I| LASLSTFQQMWISKQEYDESGP 
T. castaneum SGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTIKIKI IAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQOMWISKQEYDESGP 
M. alternatus SGGTTMYPGIADRMOQKEITALAPSTIKIKI IAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQOQMWISKOEYDESGP 
A mellifera SGGTTMYPGIADRMOKEITALAPSTIKIKI IAPPERKYSVWIGGSILASLSTFOQQMWISKQEYDESGP 
N.vitripennis SGGTTMYPGIADRMQOQOKEITALAPSTIKIKI IAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKOEYDESGP 
Sexigua SGGTTMYPGIADRMOKEITALAPSTIKIKI IAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQOMWISKISEYDESGP 
M.brassics SGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTIKIKI IAPPERKYSVWIGGS ILASLsTFOQQOMWISK[dEYDESGP 
B.mori SGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTIKIKI IAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQOMWISKOQEYDESGP 
A.aegypti SGGTTMYPGIADRMOKEITALAPSTIKIKI IAPPERKYSVWIGGSILASLSTFOOMWISKBEvDESGP 
D. melanogaster SGGTTMYPGIADRMOKEITALAPSTIKIKI IAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQOMWISKQüEYDESGP 
T.citricida SGGTTMYPGIADRMQKEITALAPS T[llk KIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKOQEYDESGP 
H.coagulats SGGTTMYPGIADRMQKE I TALAPSTIKIKI IAPPERKYSVWIGGS I LASLSTFQQMWISKQEYDESGP 

B 图 3 WILHRERCE Racin 基因 氨基 酸 序 列 与 相关 序列 的 比 对 分 析 
Fig. 3 Multiple alignment of amino acid sequences of f-actin. from different species 





M. semenowi: 谢 氏 宽 漠 王 (GenBank accession no. EU825991); T. castaneum: 赤 拟 谷 盗 C(XP_ 966495); M. alternatus: 松 墨 天 牛 (ABU92560); 





A. mellifera: 意大利 蜜蜂 (XP_ 623619); N. vitripennis : zs 


上 黄蜂 (XP_001600960); S. exigua: 甜菜 夜 峨 (AAR83295 ); 


M. brassicae: 甘蓝 灯 蛾 (ABW03225); B. mori: 家 三 (P07837); A. aegypti: 埃及 伊 蚊 (XP_ 001659963); 





D. melanogaster: 黑 腹 果 蝇 (NP_ 477091); T. citricida: %1 


基因 作为 获 光 定量 的 参 比 基因 , 对 接种 病毒 后 9 个 
实验 组 的 家 乔 幼 虫 进行 检测 ( 姚 勤 等 ,2005)。 从 和 白 
纹 伊 蚁 细胞 中 扩 增 到 肌 动 蛋白 基因 片段 , 并 通过 
RT-PCR 方法 验证 该 基因 片段 可 以 用 作 基 因 表达 差 
异 分 析 的 内 参照 基因 ( 焦 健 华 等 ,2007)。 

然而 ,没有 一 种 mRNA 的 表达 水 平 在 所 有 条 件 
下 是 恒定 的 。 研 究 发 现 鱼 类 Bactin 在 不 同 的 外 界 
环境 或 生理 条 件 下 , 表达 水 平 可 能 存在 差异 。 如 利 
用 Northen blot 和 组 织 原 位 杂交 对 斑马 鱼 
Brachydanio rerio 的 Bactin 基因 表达 研究 ( Barrallo e 
al .，1999), 发 现 该 基因 在 脑 神经 细胞 增殖 时 具有 和 较 
高 的 表达 水 平 ; 研究 建立 某 种 环境 雌 激 素 对 鱼 产 生 
影响 的 机 制 时 (Filby and. Tyler, 2007), 发现 样品 经 过 
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色 桔 蚜 (AAU84923 ); H. coagulate: 玻璃 叶 暗 (AATO1073). 

















10 ng/L 17-a- L Jd ME — WE CEE2) REPE 21 d 后 , 鱼 肝 
脏 组 织 中 的 actin 表达 量 降低 。 因 此 ,为 了 得 到 可 靠 
的 结果 ,在 具体 的 实验 开始 前 选择 恰当 的 内 参 , 其 重 
意义 不 言 而 喻 。 

为 了 研究 谢 氏 宽 汉王 体内 某 种 重要 的 抗 首 功能 
基因 的 表达 模式 ,我 们 以 Bactin 为 内 参照 进行 了 半 
定量 PCR 实验 结果 发 现 Bactin 在 42% 热 激 1p 后 
恢复 不 同时 间 的 实验 组 中 具有 恒定 的 表达 量 , 其 
mRNA 的 表达 无 显著 性 差异 ,表明 Bactin 是 研究 受 
外 界 环境 胁迫 作用 下 昆虫 体内 不 同 基因 表达 水 平 高 
低 的 可 靠 内 部 参照 标准 ,为 基因 表达 的 相关 研究 提 
供 了 基础 资料 。 
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图 4 热 休克 处 理 样 品 B-actin 的 表达 分 析 
Fig. 4 Profiles of (- actin expression in heat shock response 
A. RT-PCR 扩 增 产物 电泳 图 Electrophoresis results of RT-PCR products; B. 热 激 后 不 同 恢复 时 间 B- actin. 表达 量 的 分 析 
actin expression in different recovery time after heat shock. M: DNA 标准 分 子 量 DNA Marker: 
1-3: 未 经 热处理 对 照 组 Non heat shock control: 4 — 6: 热 激 后 0 h After 0 h recovery from heat shock: 
7-9: 热 激 后 恢复 1 h After 1 h recovery from heat shock: 10 — 12: 热 激 后 恢复 2 h After 2 h recovery from heat shock: 
13-15: 热 激 后 恢复 4 h After 4 h recovery from heat shock. 
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